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(57) Beschrieben wird ein neues Verfahren zur 
mikrobiologischen Reinigung von Wassern, insbesond- 
ere von Grundwasser oder von ProzeBwassern, welche 
halogenierte, ungesattigte Kohlenwasserstoffe wie z. B. 
insbesondere chlorierte Ethene bzw. chlorierte Propene 
enthalten. Weiterhin werden im Rahmen der vorliegen- 
den Erfindung auch zusatzliche Hilfsmittel zur effektiven 
Durchfuhrung bzw. Unterstutzung des mikrobiologi- 
schen Grundwasser- bzw. ProzeGabwasserreinigungs- 
verfahrens bereitgestellt So werden syntrophe 
Mischkulturen fur die Dechlorierung von chlorierten 
Ethenen bzw. chlorierten Propenen beschrieben und 
auch DNA-Sequenzen, die sich als Gensonde zum Auf- 
f inden von Dehalogenase-Aktivitat eignen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht ach auf ein neues Verfahren zur mikrobiologischen Reinigung von Wassern. insbesqndere 
von Gru™ss2n Oder von ProzeBabwassern, welche halogenierte, ungesattigte Kohlenwasserstoffe w,e z, B ,ns- 
« SoSS S,ene und/oder chlorierte Propene enthalten. Weiterhin bezieht sich die Erfindung auch auf die 
tSSS^SSSZ Hilfsmittel zur effektiven Durchfuhrung bzw. Unterstutzung des m,krob.olog,schen Grund- 

wasser- bzw' ProzeBabwasserreinigungsverfahrens. •-' " rrnc\ 

SvriSsche chlorierte LosemLl wie z. B. Tetrachlorethen (Perchlorethen; PCE) und z B Tnchlorethen (TCE) 
werde^X ver^hfedenen industries Verfahren wegen ihrer gunstigen anwendungstechnjschen E-genschafte 
10 rnStet beispielsweise sind diese Verbinduhgen im Gegensatz zu den unchlorierten Verbindungen schwer ent; 
flLmmS 'oft ^niCh TXonsgefahrlich. Durch sorglosen Umgang, Lagerung und Entsorgung sowie durch d,e hohe 
Ss5 ^StabSitatTeser Verbindungen gehoren diese heute allerdings zu den haufigsten Verunre.n,gungen des 
SSS^r/SSS-v* PCE 9 und TCE im Grundwasser bedarf b^^-B^^*J^« 
wegen der potentiell toxtechen und kanzerogenen Wirkungen dieser Substanzen. D.e Entfemung von PCE und TCE s 
« daher entscheidend fur-die GewShrleistung einer hohen Qualitat des Grundwassers, welches e.ne w.cht.ge QueHe fur 
Trink^sser daf stellt Im Stand der Technik wurden bereits einige Anstrengungen unternommen, um das Probjem der 
P^E^n^TCE-v'wunreinigungen im Grundwasser zu beheben. So ^.^^-J^^S^ 
kontaminiert sind zur Zeit Qberwiegend durch Aktivkohleadsorption gerem.gt. D.e dabe. entstehende CKW-beladene 
Akt"SL (Cr^A/ = Ch1orkohlenwaLrstoff) muB jedoch als Sondermull entsorgt werden. was derze.t durchd.e Ver- 
20 Z^iSdermuHverbrennungsanlagen bewerksteHigt wird. Die Reinigung von kontam.n^en 

Ober' Akttkohleist jedoch in vielen Fallen unokonomisch. im Hinblick auf die Entsorgung der CKW-beladenen AW.v- 
koh lelbenfells proo.ematisch und bei einigen Grundw^ssern sogar nicht anwendba. So ist be.sp.e swe.se d,e Henste - 
lung der Zl mit betrachtlichen Energiekosten verbunden; beim Transport vom Ort der Kontam.naf.on_ zum Ort 
der Entsorgung sind Schadsfoffemissionen nicht auszuschlieBen; bei Mischkontam.nat.onen konnen z. B.^Chromato- 
25 SpSeSeWe auttreten. d. h, eine Entfernung der Verunreinigungen.ge.ingt dann nicht; Oder be. kalk- und/oder e.sen- 
hSen SrundwJsern besteht eine Verstopfungsgefahr der Aktivkohleadsorber durch E.senhydrox.d- bzw. 

K "SS physikalisch/chemischen Verfahren gibt es bereits auch Vorschlage fur biologische Verfahren zur 
Reining vtn CKVbelasteten Grundwassern, Beispielsweise wurden im sogenannten "Eppe he-m-Verfahren 

so CKSx-tontaminierte Grundwasser (BTX = Benzol-. Toluol-, Xylol-Derivate) in einem dre.stuf igen "on-s.te -ProzeB 
S^^2m?MM das Grundwasser nacheinander denitrifizierenden, anaeroben und aeroben B^ngungen 
SSSKSdTlWbei wurde for deri Abbau' der Schadstotfe die standorteigene Mikroflora des kontamin^erten 
genuilt Uber die Zusammensetzung dieser Flora und ihre physiologischen Eigenschaften .st derzert jedoch 
nichts bekannt. In Unkenntnis der Wirkungsweise der Mikroflora ist es jedoch nur schwer mOgl ch. 

35 zeS zu optimieren bzw. BetriebssWrungen zu vermeiden oder zu beheben. Auch .st d.e Ubertragbarkert der on-s.te 
Sonnenen I kenntnisse auf andere CKW-kontaminierte Standorte nicht immer in wunschenswerter We.se gegeben, 
soTroLalTtsansassig Mikroflora mit dehalogenierehden Eigenschaften aufgefunden und opt.rn.ert werden 

mUB D.e der Erfindung zugrundeliegende mikrobiologische Problematic am Beispiel der Tetrachlorethen-Dechlorie- 
40 runa insbesondere in Grundwasser kurz eriauteh' werden. Da Tetrachlorethen, auch Perchlorethen (PCE) genannt. 
32n2SSr B ^oabbau widersteht, kommt'tor den biologischen "Abbau", d. h, fur die Dechlorierung bzw. fur dj 
R Slfon vVn pce ledig.ich eiri anaerobes Verfahren bzw. Teilverfahren in Betracht. Hierbe. .st bererts bekannt daB 
PCE Saminiertes Grundwasser in einem biotechho.ogischen ProzeB durch reduktive Dech.or.erung ^chlore- 
then (PCE) unter Bildung von Ethen gereinigt werden kann. Diese Dechlorierung von PCE zu Ethen erfolg .n dem 
« be^nnten^iotechnologScheh Pr6zeB unte. Ven.endung des anaeroben Bakteriums ^^^^ 
wobei das PCE zunachst zu Trichlorethen (TCE) und sodann das TCE werter zum c.s-1 .2-D.chlorethen (DCE) reduz.ert 
wird DieWere Dechlorierung erfoigt in diesem Verfahren des' Standes der Technik durch e.ne hochangereicherte 
Aerobe M^schkultur, die f rei von methanogenen Bakterien ist. aber deren weitere Zusammensetzung unbekannt . St. 
D^TSc^ngereicherte anaerobe Mischkultur reduziert DCE Dber Vinylchlorid (VC) zum Endprodukt Ethen. ohne 
so daB eine nennenswerte Akkumulation von VC auftritt; siehe z. B. Ltteratur [7]. . et . 

iTden mikrobiologischen Verfahren des Standes der Technik erfolgt die PCE-Reduktion somrt quas. .n zwe. Stufen: 

1.Stufe:PCE >TCE > DCE 

2. Stufe:DCE > (VC) > Ethen. . . . . . • 

55 Es bestand die Aufgabe. die noch nicht optimal arbeitenden mikrobiologischen Verfahren des Standes der Technik 
fur die Grundwasserreinigung zu optimieren und auch fiir die' Reinigung yon ProzeBabwassern nutzbar zu machen und 
weitere geeignete Hiffsmittel zur Unterstutzung und fur die Anwehdung des Verfahrens bereitzustellen. 
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Die Aufgabe wird gelGst durch die in den Anspruchen angegebenen Ausgestaltungen der Erf indung. 
Die Erf indung betriffl daher zunachst ein Verfahren zur mikrobiologischen Reinigung von Wassern die mit chlorier- 
ten Ethenen und/oder chlorierten Propenen kontaminiert sind, wobei sich das Verfahren dadurch auszeichntf da6 man 
die mit chlorierten Ethenen und/oder chlorierten Propenen belasteten Wasser, vorzugsweise Grundwasser'o<Jer Pro- 
zeBabwdsser, unter Zusatz einer ausreichenden Menge einer Elektronendonor-Substanz uber einen Bioreaktor leitet 
der eine defmierte. an einen TrSger immobilisierte, syntrophe Mischkultur enthait, die aus wenigstens einem dehaloge- 
nierenden Baktenum und wenigstens einem wasserstoffbildenden strikt anaeroben Mikroorganismus besteht wobei 
der wasserstoffbildende strikt anaerobe Mikroorganismus vorzugsweise gleichzeitig eine C-Quelie fur das dehalooe- 
nierende Bakterium liefert. „ ' <?* «uye 

Als wasserstoffbildender strikt anaerober Mikroorganismus kann im erfindungsgemaBen Verfahren jeder geeignete . 
wasserstoffbildende strikt anaerobe Mikroorganismus eingesetzt werden, der mit dem dehalogenierenden Bakteribim 
kompatibel ist. ZweckmaBiger Weise wird ein sulfidogenes Bakterium. insbesondere ein sulfatreduzierendes Bakte- 
rium. eingesetzt. Besonders bevorzugt ist hierbei als sulfatreduzierendes Bakterium Desulfovibrio desulfuricans 

Als Substrat fur den strikt anaeroben wasserstoffbildenden Mikroorganismus sind an sich alle durch den jeweiligen 
Mikroorganismus verstoffwechselbaren Substrate geeignet, die gleichzeitig als Elektronendonor-Substanz wirken kon- 
nen. ZweckmaBiger Weise wird im erfindungsgemaBen Verfahren daher als Elektronendonor-Substanz Ethanol einge- 
setzt. Besonders vorteilhaft ist Ethanol insbesondere dann, wenn als sulfatreduzierendes Bakterium Desulfovibrio 
desulfuricans eingesetzt wird. 

Im erf indungsgemaBen Verfahren konnen an sich beliebige dehalogenierende Bakterien eingesetzt werden Ins- 
besondere kann das dehalogenierende Bakterium (im folgenden "Dehalogenierer" genannt) ein Dehalospirillum multi- 
vorans. ein Desulf itobacterium Stamm PCE-S, Oder eine hochangereicherte anaerobe Mischkultur. die Dichlorethen 
(DCE) zu Ethen reduzieren kann. sein. Die vorstehenden Dehalogenierer sind in den Beispielen naher beschrieben 
und charakterisiert. 

Im Rahmen der syntrophen Verfahrensweise zum mikrobiologischen Abbau von chlorierten Ethenen und/oder 
chlor.erten Propenen in Grundwassern bzw. ProzeBabwassern wird die zugesetzte Elektronendonor-Substanz 
zunachst vom wasserstoffbildenden strikt anaeroben Mikroorganismus.unter Bereitstellung von Reduktionsaquivalen- 
ten fur das dehalogenierende Bakterium verstoffwechselt. Der wasserstoffbildende strikt anaerobe Mikroorganismus 
stellt somit aus dem Elektronendonor-Substrat die Elektronen fur die Reduktion der chlorierten Ethene bereit die dann 
durch das dehalogenierende Bakterium auf die abzubauende Chlorethen- bzw. Chlorpropenverbindung ubertragen 
werden. In einer bevorzugten Variante des erfindungsgemaBen Verfahrens stellt der wasserstoffbildende strikt anae- 
robe Mikroorganismus nicht nur die Reduktionsaquivalente fur .den Dehalogenierer bereit. sondern aus dem Elektro- 
nendonor-Substrat wird bei dessen Verstoffwechselung, vorzugsweise gleichzeitig auch eine fiir den Dehalogenierer ' 
gunstige C-Quelle (Kohlenstoffquelle) gebildet. Beispielsweise wird .in. einer bevorzugten Verfahrensweise als wasser- 
stoffbildender strikt anaerober Mikroorganismus das sulfatreduzierende Bakterium Desulfovibrio desulfuricans und als 
Elektronendonor-Substanz Ethanol eingesetzt, wobei neben Wasserstoff fiir den Dehalogenierer auch Acetat als C- 
Quelle fur den Dehalogenierer durch das: Bakterium Desulfovibrjo desulfuricans bereitgestellt wird Durch dieses : 
Zusammenwirken der Mikroorganismen, d.r h. des wasserstoffbildenden strikt anaeroben Mikroorganismus und des 
Dehalogenierers. werden gunstige Voraussetzungen zum wirkungsvollen Abbau von chlorierten Ethenen und/oder 
chlorierten Propenen geschaffen..Das : yerfahren last sich in einfacher Weise durch die Zugabe der Elektronendonor- 
Substanz steuern. die sowohl ; die Reduktionsaquivalente. for den Dehalogenierer als auch die C-Quelle fiir diesen 
bereitstellt. Die Mischkultur aus dem dehalogenierenden Bakterium und. dem wasserstoffbildenden strikt anaeroben 
Mikroorganismus wird daher im Rahmen der Erf indung auch als syntroph bezeichnet, urn das Zusammenwirken deV 
be.den Mikroorgamsmen bei der Verstoffwechselung der bereitgesteliten Elektronendonor-Substanz einerseits und die 
Reduktion der chlorierten Ethene .und/pder : chlorierten Propene andererseits zu umschreiben. Analog wird die vorge- 
stellte Verfahrensweise auch als syntrophes Verfahren zum Abbau von chlorierten Ethenen und/oder chlorierten Pro- 
penen bzw. als syntrophe Dechlorierung dieser Substanzen bezeichnet. 

Als Dehalogenierer kommen im Rahmen der Erfindung wie vorstehend bereits beschrieben an sich beliebige deha- 
logenierende Bakterien in Frage, die als Reinkultur od.er als Mischkultur auf wenigstens einer der beschriebenen Stufen 
der Dechlorierung von perchloriertem Ethen bzw. Proper, bis hin zum enthalogenierten Ethen bzw. Propen wirken kon- 
nen. ErfindungsgemaB ist es daher moglich. jede Teilstufe der Dechlorierung als syntrophe Verfahrensweise auszuge- 
stalten. So kann beispielsweise die eingangs beispielhaft beschriebene Stufe 1. d. h. die Dechlorierung von PCE bis 
zum DCE. mit den vorstehend als bevorzugt beschriebenen Dehalogenierern betrieben werden. Ebenso kann auch die 
zwerte obenbeschnebene Verfahrensstufe. d. h. der Abbau des DCE zum Ethen unter Verwendung einer hierfur typi- 
scherweise im Stand der Technik eingesetzten hochangereicherten anaeroben Mischkultur in erfindungsgemaBer 
Weise syntroph durchgefuhrt werden. Daruber hinaus ist es auch moglich, die beiden Stufen erfindungsgemaB in 
einem syntrophen Gesamtyerfahren.zu vereinigen. d.ih., das syntrophe Verfahren wird dann mit einer Mischkultur in 
einem Reaktor durchgefuhrt. die aus 5 einem PCE dehalogenierenden Bakterium. (Stufe 1). einer hochangereicherten 
anaeroben Mischkultur, die das. entstehende DCE reduziert, und dem wasserstoffbildenden strikt anaeroben Mikroor- 
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A* Bioreaktoren zur Aufnahme der Mikroorganismen Konn en a.sic ^ 
B. Festbett, Schwebebett- Oder insbesondere F.ieBbettreaktoren mrt ^natu hchen Oder kun^chen 
(Trager zur Immobilisieruhg der Biomasse) verwehdet werden. Typ.sche Trager 

staff oeruststrukturen Aluminiumoxid. Keramik, Bims und andere naturhche Oder kunsthche Mater.al.en se.n. die zum 
1£E££ZL*^ Biomasse geeignet sind. .n einer 
Verfahren in einem Bioreaktor durchgefuhrt. der ein Schteufenreaktor, mrt 

^^SSS^P^Jm- In diesem Reaktor findet dann die syntrophe Dechlonerung statt. wobe, 
das ^SSS^SLZ bzw ProzeBwasser uber diesen Reaktor gewunschtenfalls uber em,ge Zert .m Kre* 
ShrtSen k^ n L sodann kontinuierlich eine bestimmte Menge des behandelten ^rund^ssers £zw ftwjB- 

abgezogen. werden kann. Weitere Einzelheiten zur Durchfuhrung des erf.ndungsgemaBen Ver- 

^Te tS^SSSXSS^ Verfahren auch .ne neue vorteilhatte syntrophe Mischkultur bejte- 
hendL a TnemDeha^enierer, der ausder Gruppe Dehalospirillum multivorans. Desulfrtob -a*™^*?* 
S u^d eine hochangfereicherten anaeroben Mischkultur, die Dichlorethen zu Ethen reduz.ert. ausgewahtt .st und b) 
^J^SSSSS^ strikt anaeroben Mikroorganismus Desuifovibrio desulfuricans J* 
des Desuifovibrio desulfuricans mit einem der angegebenen Dehalogenierer en-ve.st s.ch fur den Abbau von chlor.erten 
Fthpnen und/oder chlorierten Propenen als besonders.vorteilhaft. - 

T* Rahmen der Erfindung wurfe in einem weiter.en.Teilaspekt.auch gefunden, daB fur die Decti orierui^ von PCE 
bis zum DCE ein Ler Mikroorganismus vorteilhaft.ist. der sowohl in konventioneller Verfahrenswe.se fur d.e Dechlo- 

i g m von C pCE zum DCE als auch in der hier beschriebenen 
«» 2 f werden kann Die Erfindung betrifft daher auch dieses neue Desulf rtobacter.um;Stamm PCE-S welches erha'tncn 

ponie Eppelheim. indem man mit der Hunaate-Techrtk-unterSchutzgas (90 %:N 2 /10 A C0 2 _auf ^"J^JS? 
einer ElStronendonor-Substanz und von PCE als Substrat Monien aus ^J^^f^^^S^ 
zieht wobei das Inoculum zuvor in einem Batchvertahren uberemige Generationen. mit hohen PCE Kon ™^onen 
und Pyruva! gefWt wurde; und wobei das Desulfitobacterium Stamm PCE-S durch d,e .n den Be.spie.en (Tabellen 1 
und 2) anaeaebenen Eigenschaften bzw. Merkmale charaktensiert ist.. ' . . ito 

^^SSdSSemaBen biotechnologischen Verfahren zur Reinigung von Grundwassern bzw. P^e(3abwds- 
sern^ie mTt SSSSSS^ kontaminiert sind, wird eine:gunstige Verfahrensweise zur Verfugung geste t, m.t der 
!^^2d£X^ on-site PCE-Kontaminationen beseitigt werden kennen. Die Anlaufze-t des 
PrSTSTsich verkQrzen. da durch die Erf indung auch definierte ^TSS^rSS 
bereitaestellt werden. Mit der Erfindung werden deutliche Verbesserungen gegenuber dem Stand der Te chnik ^erreicht 
Das S Verfahren hat z. B. gegenuber den physikalischen AWivkohleadsorber-Verfahren sow* 

auch gegenSe?dem biologischen "Eppelheim-Verfahren" eine Reihe von VorteHen. ^r^^^ f u 
Srhadstotfe und die Unabhangigkeit des Verfahrens vom Standort findet kerne Verlagerung der Schadstoffe (z. B. auf 
^SSTo^W ^dle Lut) staS Das Verfahren kann unabhangig von der vorhandenen M,krof lora an bel.eb.gen Stand- 
2n emge^S we dea beispielsweise mit bereits in einem mobilen Bioreaktor etablierten syntrophen *cNor»^ 
derBaSnkuttur Du ch Animpfen mit speziellen Kulturen und dem Betrieb der Reaktoren unter seleWrven le ch 

•* die Lauf phase des bio.ogischen Presses kurz. Der AbbauprozeB kann gut kontroH^ 
werd^ nd durch'den Einsatz selektiver Cosubstrate (a.so Qber dieZUfuhr ^ ^^^^S^S^^- 
wasserstoffbildenden strikt anaeroben Mikroorganismus in Redukbonsaqu.valente und erne Koh ^°«^'« 
fiihrt wird) kann die Produktidn von storendem UberschuBschlamm verm.eden werden. Das erf mdungsgemaBe Verfah 
^a^lSJi^dam MB von ^ und eisenhatogemVVasser "F^^ 
biologische CKW-Elemination wird weder durch Kalk noch durch E.sen gestbrt. D.e Anwesenhert von I KHh ^ar vo 
Shaft da beim biologischen Abbau von CKW Protonen freiwerden. die durch den anwesenden Kalk abgepuffert wer- 
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EinwTiterer Aspekt der Erfindung beschaftigt sich mit dem Problem, im Hinblik auf eine in-situ- Reinigung von 
Grundwasser zu P Sen. ob bereits efne .eistungsfahige autochthone PCE-dech.orierende Mikroflora vorhander , ,st. 
HierfuV muB jedoch eine geeignete Methode und entsprechende Testmittel zur Verfugung stehen. urn vor Ort vorhan- 
dene ^daTEogenase ^Ge^ ^enMtende Bakterien feststellen zu kbnnen. Weiterhin ist es auch erforderhcK .m Falle 
vorprozeSdmngen bzw im Falle von Anlaufschwierigkeiten bei der mikrobiologischen Reimgung von ProzeBwas- 
se n ZTe^u S^ ZmBeaMor ein Bakterium mit dem Dehalogenase-Gen. also eine potentielle Dehalogenase- 
AkLafvor^ B falls diese eventuell durch begeleitende Einflusse gehemmt ist. Die Erf.ndung betnfft .n 
o^iSSrS^*- Ve^hren zum Nachweis und/oder zur Kontrolle potentiell vor Ort (Untersuchungs- bzv, 
Be^Sorti orhandener Bakterien. die das Dehalogenase-Gen. insbesondere das Gen der Dehalogenase von 
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Dehalospiriilum multivorans, enthalten, vorzugsweise in einem PCE-kontaminierten Boden- und/oder Grundwasserbe- 
reich oder in einem Bioreaktor mit immobilisiertem Zellmateriai. Bei diesem erfindungsgemaBen Verfahren isojier^man 
genetisches Material aus dem zu untersuchenden Boden- und/oder Grundwassermaterial od€*t aus dem zu kpntrollie- 
renden Bioreaktor, das danach in konventioneller Weise mit einer zu der in Fig. 4 angegebenen wenigstens 90 % 
homologen DNA-Sequenz fur das Dehalogenase-Gen aus Dehalospiriilum multivorans Oder mit wenigstens .einer 0,2 
kB-groBen Teilsequenz davon in an sich ublicher Weise hybridisiert wird, und wobei man nachfplgerKJ-den^irn positiven 
Falle gebildeten, hybridisierten DNA-Strang in an sich ublicher Weise weiterverarbeitet und identFfiziert. ]c, 

Fur das vorstehende Verfahren zum Nachweis und/oder zur Kontrolle von potentiell vor Ort vorhandenen.Bakterien 
mit Dehalogenase-Gen ist daher eine DNA-Sequenz erfbrderlich, mit welcher auf das entsprechende pehalogenase^ 
Gen gepruft werden kann. Die Erfindung betrifft daher auch eine solche DNA-Sequenz mit wenigslens 80 %, vorzugs- 
weise 90 % und insbesondere 95 % Homologie zu der in Fig. 4 angegebenen DNA-Sequenz: fur das Ddhalogenase- 
Gen aus Dehalospiriilum multivorans. Mitdieser Sequenz oder den vorstehend genannten' Teilsequenzen a\s "Gen- 
sonde" bzw. "MeBsonde" laBt sich in bequemer Weise feststellen, ob Dehalogenase-Aktivitat zwarpotentrelt vorhanden 
ist, aber durch Hemmung, z. B. aufgrund von bestimmten Randbedingungen, nur nicht nach ! attBerr-d: J h.-durch Abbau 
von chlbrierten Ethenen bzw. chlorierten Propenen, in Erscheinung tritt. , ■ u. 

Zur Isolierung der entsprechenden DNA-Gensequenz wurde die PCE-Dehalogenase aus Dehalospiriilum multivor- 
ans mit Trypsin gespalten und die Aminosaure-Sequenz von vier internen Peptiden bestimmt Aus den vier internen 
Peptidsequenzen wurden die Oligonukleotid-Primer zur Klonierung des Enzyms mit Hilfe der PCR-Methode erstellt. 
Vom Gen der PCE-Dehalogenase (1,8 kB) wurde hierbei ein PCR-Produkt in der GrGBe von 1,2 kB erhalten, in den 
Vektor pBluescript eingebaut und anschlieBend in E. coli kloniert. Das PCR-Produkt wurde von beiden Seiten anse- 
quenziert und die sequenzierten vier Referenzpeptide konnten an den in Fig. 3 markierten Stellen wiedergefunden wer-' 
den. AnschlieBend wurde in an sich ublicher Weise das Gen der PCE-Dehalogenase aus Dehalospiriilum multivorans 
aus einer Genbank klohiert und vollstandig in an sich ublicher Weise sequenziert. 

Mit der Bereitstellung des PCE-Dehalogenase-Gens aus Dehalospiriilum multivorans wird ein vorteilhaftes Detek- 
tionsmittel zur Uberprufung der Anwesenheit einer potentiellen Dehalogenase-Aktivitat bereitgestellt Ebenso konnen 
auch sinnvolle Teilsequenzen mit einer MindestgrbBe von 0,2 kB dieses Dehalogenase-Gens wie vorstehend beschrie- 
ben als Detektionsmaterial (Gensonde) verwendet werden. Solche Teilsequenzen konnen auch Teile des N- oder C- 
Terminus oder des "Membranankers" sein. Daruber hinaus wird durch die Bereitstellung des Gens der PCE-Dehaloge- 
nase die Moglichkeit gegeben, das Enzym in grbBen Mengen zu exprimieren und hiermit noch leistungsfahigere und 
unempfindlichere Stamme fur die Sanierung von PCErbelasteten Standorten, GrundwSssern und die Reinigung von 
ProzeBabwassern zur Verfugung zustellen. , : ; r . 

Die Erfindung wird beispielhaft durch die nachfolgenden Figuren sowie die nachfolgenden Beispielenaher erlau- 
tert, ohne sie jedoch in ihrem Umfang zu beschranken. Die nachfolgend angegebenen Literaturzitate dienen zur weite- 
ren Eriauterung der in den Beispielen verwendeten allgemeinerr Methoden und Arbeitsweisen. . . . * 

Literatur ■ . .*.:-.., 
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Erlauterunq ftn zu den Fiauren 

Schema des erfindungsgemaBen Verfahrens zur vollstandigen reduktiven Dechlorierung von chlorierten 
Ethenen aus kontaminiertem Grundwasser bzw. ProzeBabwasser; mitfakultativem, vorgeschaltetem Reaktor zur 
Eliminierung von Sauerstoff, Nitrat, Eisen(ll+), Mangan(IV+). 

Fiqur 2: 

35 Abbauleistung einer DCE abbauenden Mischkultur (Apparenter V max1 und v max2 ) 
Fiqur 3: 

Aminosaurensequenz der PCE-Dehalogenase (PCE-RD) aus Dehalospinllum multivorans 

DNA-Basensequenz des PCE-Dehalogenase-Gens (PCE-RD-Gen) aus Dehalospirillum multivorans 

KJSSquenz des "Membranankers" der PCE-RD (Fig. 5a) und die Ubersetzung dieser DNA-Sequenz in die Ami- 
45 nos&urensequenz (Fig. 5b) 

. - > » 

Fiqur 6: 

Sequenzprotokolle zu den in den Figuren 3 bis 5 angegebenen Sequenzen. 

so Beispiele 
Beispiel 1: 

Syntrophe Dechlonierung von PCE-Kontaminationen in Wasser zu DCE 

Der Abbau von PCE-Kontaminationen in Wasser Qber TCE bis zum DCE wurde als syntrophe Dechlorierung unter fol 
genden Bedingungen und Variationen ausgefuhrt: 
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SyntropheM,Voorganismen-Korribination: 

A) ein wasserstoffbifdendes qtriirt an Q ~u . : 

'°^enden Mi^^^ 

All Desulfovibrio desulfuricans 
A2: Syntrophobacter wolinii 

^ SaCChar °' ytische Ct °*™™- - B. C. pasteurianum 

SU Dehalospiriiium multivorans ' ' ; 

(siehe Neumann A., Scholz-Muramalsu H ni-i, ^ ? 

^^^^^^^^^^^^^^ 

Es wurden folgende Umsateraten der Bakterien im Batctiversuch gemessen: 
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Beispiel 9 



SyntropheDechlorierungvonDCEinWasserzuEthen.-. . , 

40 Der we «ere Abbau des in Beisniei i 

Dechlorierung urte toBjerMen -n OC E „ ^ ^ e . We 

Sy"lropheMik ro or g , nisme „. Kjrtjinalio|i . 

* 5 A) ein wasserstoffbildendes strikt an «u 1 " 
'^erendenM^^^^ 
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All Desulfovibrio desulfuricans 
A2: S/ntrophobacter wolinii 
A3: Saccharolytische Clostridien, z. B. C. pasteurianum 
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C) hochangereicherte Mischkultur auc <t hie . 

— Reinjgung wn ^ torrtaminiertdurch DCE od« VC ' 
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. — — — — -~ — * Blms 

5 EswurdenlolgendeUmsatzratenderBaWenen 

SPie,?Und R9 ' 2) ' , Protein (cis-1 2-Dichlorethen -> Vinylchlorid) 

u - 1 8 nmd/min/mg Zellprotem (as ^ 

v max1 ~ 

v - 6 nmol/min/mg Zellprotein (Vinylchlorid - Ethen) 

• • ' n B , m 0 im wirbelschiphtreaktor (V - 0, /, u 

Umsat*aten der Bakterien (nur Organs C) -m 
Ethanol in = 20 mmol/l; 20 G). 

•' ' a15 umoWhfl Reaktorvolumen , 

Durc h syntrophe ^ S,Ch 803,09 

Dechlorierung im vorl.egenden Be.sp.el. 

so Rftispiel 3:_ 

n pop Kontaminationen in Wasser bis zum Ethen 
Syntrophe Dechlorierung von PCE-Kont . . als syn trophes Kombjnat- 

SyntropheMikroorganismen-Korrbination: - ertinAcet atalsKohlenstoftou e ile10rdendeha- 

mhoc Rakterium, das gle.chze.tig Acetai ais ™ 

30 A)einwassersto«bi^ 

iogenierendenMikroorgan.smusb.ldet. . 

AV. Desultovibrio desutturicans 
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^ saccharose C.ostnd.en, *. B. pa ^ (pcE): 

B)einP CE^ogen^ 

B1 . oehalospirillum multivorans } Tetrachloride metabolism of Dehalosp- 

^Tehe Neumann A.. oder Lit. [5]) " l 

iUum multivorans. Arch. M.crob.ol. 162. 295 ^ ^ harak terisiert. 

c p C ESwieimBeispiel4isoliert-undinBe 1S p.el5ch^ 
B2 . DesuHrtobacterium Stamm PCE-S g « P^ . ^ sp . nov . ( an Anae 

. d echlor.natingbactenum.lnt.J.Syst. . , ? , .... . ur Decnlori erung 

' cis .i 2-Dichlorethen (DCE) uber viny.o v 
von cis i nripr TGE DCE und VC 

, Pinstuf iaer. anaerober ProzeB t . . 

ProzeBfOhrung: E.nstut.ge, . . . B eispielen 1 und 2 
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J-*-. « * ^ un9 de , ^ ^ ^ wte9 ^ Etsue _ a ^ 

Beispiel 4- 

Herkunft- 



/5 



PC 



Die Mischkultur setzte sich a..c 4 k,v c l . en 

— ^™ ^^ 5 ss-rr^risa — 5 - - - 

oreites bubstratspektrum aus (srehe Tabelle 1). . 

-__ i== __ = _. Tabelle 1 

opeKirum der genutzten blektronendonoren ri*r ■ ■ 
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then (Anfangskonzentration 100 M mol/l. 30 o C) Cm0re 
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H 2 
Formiat 
Ethanol 
Pyruvat 
Glycerin 
Glucose 



Zeitraum fur 50% 
Umsatzjd] 



Blomasseproduktion 
[mg/l] 



>140 



40 



45 



Anreicherunfj- 

warden Konnte. Bei Einsatz der MJSn^Z^Sfi? £T ' "> Me ^neie zuroClg 

^SXTiSr^^^ * nnten so Prob,eme durch eine 

— PCE-Konzentrationen ^endet. 
als lonophor und ftihrte somit zum ZusammenbruS^ 9 etestet - M <™nsin wirfce 

Coenzym M der Methanbildner. Wahrend hoh e PTF k£ * . ' Br ° me,hansu,fons a^ ist strukturanaloa z! 
ff^nEr,^^^ Ethen * der Gasphase den 

schon ,n geringen Konzen»ra«onen (0.5 m J^D^^^^ e ^ ™ *1 .2-Dich.orethen pc£& 
hauf.ge Ve.end.ng die Ku.tur i m Wachstun, Jnd in d^ffi^^" -r zu vermeide, da die 

55 isolierung- ' ? 

.a . - yon uot, p.005 mmol/I) versetzt und unter Schutzgas- 
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Als Elektronen-Donoren dienten Pyruvat 

Schutzgasatmosphare .«»«« j ^ , 0 Generational! mn ml "*"""££L^ un!In km. Es 

Dabei,l<onrrre one PCE deoilor eten HeteextraK als C nam l« ^ „ 

B*W-^ W^L< ^ (VO, lessen WaSS 0 >~ *erdru*> 

dechlorieren gewonnen weraen. u.« 
terienarten zusammen. 
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Reisoiel 5:_ 

rier PCE dechiorierenden Reinkultur (DesuHitobacterium Stamm PCE-S). 
Charaktensierung der PCE daemons Gensonden 

inauen .dent^or ' oS^b^sind i^,2 ^ef0hrt. 

weiteren venwandten Organismen. uie ciy<= 
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Tabelle 2' 
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40 



DNA-DNA Hybridise- 
rung 



DesuHitobacterium 
Stamm PCE-S 




D. tiafniese 



45 



Zur Morphologie des Desu«itobacter.ums .Stamm PCE b . 
gleich zu D. hafniense) entnommen werden. ...... 

Tabelle 3 - •• ' 
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Merkmale 

Sporenbildung , . ^ , : 

,beweglich 
grampositiv 
Wachstum auf Pepton 



DesuHitobacterium 
Stamm PCE S 



D.hafniense 



10 



f 



10 



15 



20 



BP 0 864 542 A2 

Tabelle 3 (fortgesetzt) 



Morphologische Merkmale von Desulfitobacterium Stamm PCE-S und D. hafniense 


Merkmale 


Desulfitobacterium ... 
Stamm PCES , 


; p. hafniense 

/ ■ ■ - 


Wachstum auf Trypton : ' 


gering 


' *■ > + . ■■ 


Wachstum auf NShrgelatine 


' ' • ... ' - - i 


■.-"•-rtr.i'r 


Wachstum bei 37 °C - 


... ■ : \'r 


v-..-- + . <• ••- - 


Wachstum auf Pyruvat und/oder Hefe und Nutzung als Elektronendonor 
zu Dechlorierung 


+ 





Als weitere Elektronendonoren konnen noch.Formiat und Wasserstoff genutzt werden, allerdings ist hier kein Wachs- 
tum, auch mcht unter Zugabe von Acetat. mfiglich. Die Dechlorierung wird am starksten durch Formiat und Wasserstoff 
unterstum, gefolgt von Pyruvat. Hefeextrakt als Elektronen-Donor ergibt einen nur sehr langsamen Dechlorierungsoro- 

Als Elektronenakzeptoren konnten bis jetzt Fumarat und Sulfit gefunden werden. Sulf it hemmt die PCE-Dech!orierunq 
wohingegen Fumarat die Dechlorierung nur verlangsamt 

Beispiel 6: 

Das Abbauverhalten gegenuber CKWs und eventuelle die Hemmung der PCE-Dechlorierung durch andere CKWs sind 
in den Tabellen 4 und 5 aufgefuhrt. 
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Tabelle 4 
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Dechlorierungsverhalten von Desulfitobacterium Stamm PCE-S und Desulfi- 
tobacterium hafniense 


Abbau von 


Desulfitobacterium 
PCE-S 


D. hafniense 


Tetrachlorethen 


- + . ' . 




Trichlorethen 


r 


? 


Dichlbrethen 


* t 
i 


? 


3-Chlor-4-Hydr6xyphenylacetat 




+ 


Tetrachlormethan 


* * 


? 


Trichlormethan 




? 


Dichlormethan 

* ■ * » ■ * ± ■ 




? 


1,1,1 Trichlorethan , ; 




■? 


1,1 Dichlorethan 

** 




9 


1,2 Dichlorethan 




? 



' " * Tabelle 5 - 


Hemmung der PCE-Dechlonerung bei Desulfitobacterium Stamm PCE-S durch 




andereiCKWs 


CKW(ca. 700hM) _ 


. Hemmwirkung ... 


Tetrachlormethan^..,. 


hemmt vGllig, auch schon bei 100 umol/l 



BNSDOC-n <£P 0664542A2 I > 
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Tabelle 5 (fortgesetzt) 

Hemmung der PCE-Dechlorierung bei Desutf itobacterium Stamm PCE-S durch 

andere CKWs 
der Umsatz bleibt bei der Bildung von JOB stehen 



Trichiormethan , 



Dichlormethan 
1 j ( 1-Trichlor.ethan 
1,1-Dichlqrethan 




1 .2- Dichlqrethan 
1 ( 1-Dichlpr(1)propen 

2.3- Dichlot(1)propeh 
1 ,3-trans : Djchlor(1 Jprppen 
1,3-Dichlorpropanol 
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Da dieses Bakterium aufgrund der Ergebrtisse der DNA/DNA Hybridisierung und der NutzUnovon Sulf it als Elektronen- 
aCo'n die Gattung der Desulfrtobakterien eingeordnet werden kann. wird es Desulfitobactenum Stamm PCE-S 
genannt (das "S" beschreibt den Herkunftsort der Isolierung. Stuttgart). 

Beispiel 7: . _ „ 

CharaWerisierungderDCE-abbauendenangereicher'^ ' . 

Zur Dechlorierung von DCE kannen.viele unterschiedliche Elektronehdonoren durch die angereicherte Mischkultur 
genutzt werden, allerdings ergeben sich unterschiedliche Dechlorierungsgeschw.nd.dkerten: 

Qualitat der Elektronendonoren im Hinblick auf die Dechlorierungsgeschwindigkert von DCE: 
H2/AC = Pyruvat =,Ethanol = Formiat/Acetat/Hefe = Formiat/Acetat >Glycerin = Glucose = Methanol. 

Qualitat der Elektronendonoren im Hinblick auf die Dechtorierungsgeschwindigkeit von VC. 
H2/Acetat > Pyruvat » Ethanol > Formiat/Acetat/Hef e > Formiat/Acetat >. Glycenn > Glucose. 

Onalitat der Elektronendonoren im Hinblick auf die Ethenbildung: . ,. . . ~, 

H2/Acetat - E^ano. > Pyruvat > Formiat/Acetat/Hefe > Glycerin = Methanol > Form-at/Acetat > Glucose 



Das 



Wachstum und der Umsatz zu weitereh Cosubstraten ist in den Tabellen 6 und 7 aufgefuhrt. 
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Tabelle 6 
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Wachstum der DCE-abbauenden angereicherten Mischkul- 
tur mit verschiedenen Cosubstraten 


Cosubstrat 


Konzentration 


Wachstum 


Formiat/Acetat 


20 mM/10 mM 


, : n.n. 


H 2 /Acetat 


1 bar/10 mM 


an. 


Formiat/Acetat/Hefe 


20 mM/10. mM/0,1 % 


+ 


Pyruvat 


20 mM'' 1 ' 


+ ■* 


Ethanol 


20 mM.. 




Glycerin 


. : : 20 mM 


. n.n. * 


Glucose 


10 mM 


an. 


Methanol 


- ;.;,20mM .-■ .. 


n.n. 
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Tabeile 7 

umsatz verschiedener Cosubstrate durch die UCE abbauende ange" 

reicherte Mischkultur - 



75 



Cosubstrat 

Formiat/Acetat 
H 2 /Acetat 

Formiat/Acetat/Hefe 
Pyruvat 

Ethanol 

Glycerin 



Glucose 



20 



Konzentration 

20 mM/10 mM 
1 bar/10 mM 
20mM/10mM/0,1 % 
20mM 
20 mM 
20 mM 



10 mM 



Produktbildung 



n.n; 



an. 



n.n. 



Acetat > Propiqnat 
Propionat £ Acetat, 
Propionat 



Acetat > Succinat, 



Propionat und Acetat 
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30 



Tabejle 8 
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CKW (ca. 200jiM) 




Tetrachlormethan 
Trichlormethan 
Dichlormethan 
1,1,1-Trichlorethan 
1,1-Dichlorethan 



1 ,2-Dichlorethan 



Hemmung aer UC E-Dechlorierung durch andere CKWT" 

Hemmwirkung auf die Dechlbrierung 



hemmt vOllig 
hemmt VCIIig 
hemmt VC Um satz vQllig, DC E Umsatz nicht" 

hemmt vSllig 
verlangsamt den VC Umsatz 





ist noch nicht bekannt. 



45 Beispiel 8: 
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Wachstum und Dech.orierung von Dehalospirn, um mu ,^ ns in Co: Ku.tur mit ande,en Wkterien 
Untersuchungen zeigten, daS Dehalospirillum multivorans in Co Kuitur m» ^ b , • 

ren kann, welche ihm die ReduktionsaquivalenteS^^ Wachsen und dechl °"*- 

lorethen (TCE) (und somit zur Gewinnung von EntrgTe) tenZ otl T Tetrachlorethen TO) und Trier, 

den Einsatz billiger. technisch relevant* Substrate zu 2«Sn ^ ? Untersuchungen wurden vorgenommen, um 
kennen. aber von anderen Organlme TumgeSS 2bS T „ mUltiV ° ranS n ' Cht direkt verwertet w ^en 
duMe kann D. n^s ^^^3^ ^ * " 

E^^^^^ ^r-ertet Procure a.s Substrat und wande., sie zu 

:^=v~— 
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Tabelle 9 



h^hlorierungsraten [nm olCT/(m.nxmg Protein)] 



15 mmol/l Propionat, 10 
mmol/l PCE, 0,2% Hefeex- 
trakt D. multivorans, S. 
wolinii 



10 mmol/l PCE, H 2 
5mmol/l Acetat D. mul- 
tivorans 




Gebildete Bomasse mg nullum ■•««■«■ — j ^ . . rr ■ t die 

Menge rihihrid die aus PCE bezogen auf 1 mg Zellprotetn pro m = 



.MM, * chlo-ierw ^ l ^ s ^^^^S,on^-Dono, und Acta, als C-Quelle In *«en v«u. 
Anwesenheit nicht beeintracrvbgt imsraten die in dieser Mischkultur in Batch-Experimenten be. 30 "C erz.elt 



Tabelle 10 
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Dechlorierungsraten syntropher M.schkulturen 



Dechlorierungsraten [nmol 
Cl-(minxmg Protein)] 



10 mmol/l Ethanol, 10 
mmol/l PCE, 15 mmol/l Sul- 
1at D. multivorans, D. desul- 
fricans 



10 mmol/l Ethanol, 10 
mmol/l PCE D. multi- 
vorans D. desulf uri- 
cans 



10 mmol/l PCE, H 2 5 
mmol/l Acetat D. multi 
vorans 




45 



50 
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Tabelle 1 1 




Bakterium 



A1 Fakultativ Syntrophe z. B. 
Desulfovibrio desul furicans 

A2 Obiigat Syntrophe z. B. Syn 
trophobacter wolinii 



^itoHproduzierender BaKterien (Organismus A) «. HW» au, o,e syntrophe 

* 

H 2 -Freisetzung pro Mol 



Eigenschaften verschiedener Wassers ^ ^ Tetrachlorethen 



Substrat 




Ethanol 



Propions&ure 



Produkte 



Acetat,.H 2 



Acetat, H 2 



Substrat 



3 Mol 




14 r ; 



w 4 

* 
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Tabellel 1 (fortgesetzt) - 

r Dechlorierung vo n Tetrachlorethen syniropne 

H 2 -Freisetzung pro Mol 



Bakterium 



A3 Saccharolytische Clostridien 
z. B. C. pasteurianum 



Substrat 



Glucose, Pyruvat 



Produkte 



Butyrat, Acetat, Ethanol, COo 

H 2 . 




Substrat 



4 Mol 



. Tabelle 12 

Vorteile verscnieoener Wasserstoff-produzierender 



Bakterium 



A1 F akuitat.v Syntrophe Desulfovibrio desulfuricans 
(fakultativ syntroph) 



A2 Obligat Syntrophe Syntrophobacter wolinii (obligat 
syntroph) " * - - - 



A3 Saccharolytische Clostridien z. B. C. pasteurianum ^ 



Organismen im H.nblick auf eine syntrophe Dechlorier"^ 

Vorteil 



m langsames Wachstum auf Ethanol; ~" "~ 

• H 2 -Freisetzung erlaubt effektive Dechlorierung von 
PCE zu Ethen; . * . 

• Bildung von Acetat liefert Kohlenstoff fur das Wachs- 

tum.von D. multivorans und ev. auch der DCE-Dechlorie- 

rer;- , t « . 

• Ethanol ist ein sehr selektives Substrat, das von riur 
wenigeh Anaerobiem genutzt wird. 

: langsames Wachstum. auf Propionsaure; 

• H 2 -Freisetzung erlaubt effektive Dechlorierung von 
PGE zu Ethen; 

• Bildung von Acetat liefert Kohlenstoff fur das Wachs- 
tum von D. multivorans und ev. auch der DCE-Dechlorie- 
rer; * 

• Propionsaure ist ein sehr selektives Substrat, das von 
nur wenigen Anaerobiem genutzt wird. 

• Fr eisetzungsrate von H 2 ist viel grafter a | s be. den 
Organismen A1 und A2 da der Substratumsatz rascher 
ist ^ moghcherweise raschere Dechlorierung der chlo- 
nerten Ethene; 

• Dechlorierung von y-HCH du'rch Clostridien wie z> B C 
pasteurianum (Jagnow et aL, 1977) 



so 



55 



Beispiel 9: 

1 • Reinigung der PCE-RD aus Dehalospirillum multivorans siehe Uteralur [8]. 
ch.enund Bioverfehren^^^ 

Aminosauren. ' & ,sol,erten Oligopeptide rrtit einer Lange von jeweils 9 bis 22 



15 > 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



mfschW pehalbspirillum multivqrans-DNA als Template. 

- „ „;^ a nPrR-ProduktunterVerwendungdes"DiGDNA 
, H^llung ».r a^die,™ Ge*ank mi. Hi»e der G«*onde (UUnft. H01>, 

i, [»)) unu, Ve^nduag des ^^SSl^SSL AH. MM**-* «"«*« ** H " 

, 1 ....^,.,^F, a , J «,Lirn -"- c °"" i ° KI '" n "'«"' : '" l " a ' 3 ^ ? a ' ■ 

srsr r- PCE ' S) "* 9esen 

Kreuzreaktionen beobachtet. . 0^,30™,™ von 4 Basen f indet sich em offener Lese- 

Direkt im AnschluB an das PCE-Dehalogenase-Gen m,t ^^^J^ uSammense X2mQ fur ein hydrophobes 
rahmen (O RF). der gemaB der Sequenz und ^^^Sn^ Form einer "Hairpin-Struktur erfo.gt. ze.gt. daB 

^^^ss^^^^- - - ^ diesen ■ ^ pro - 

° - i » Dr.P.nphaioaenase darstellt. 



dieser Abscnnitt zur ruc-uc. ^ — Harctpllt 
tein einen "Membrananker" der PCE-Dehalogenase darstellt. 

Patentanspruche 

45 1 



50 
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Verf ahren zur mikrobiologischen Reinigung «»n Mm die nut chlorierten Ettenen und/^er 
nenkontaminiertsind.dadurchgekennzachne^ ^ ^ einer ausreich enden 

nen belasteten W&sser. vorzugswe.se < ^«52^«5^Wlet der eine definierte, an einen Trager .mmob.h- 
Menge einer Elektronendonor-Substanz uber J*^™ dehalogenierenden Bakterium und wenigstens 
sierte, syntrophe Mischku.tur entha.t, <* « J^S^ 

einem wasserstoffbildenden strikt ana "°^ n ^ Bakterium .iefert. 

robe Mikroorganismus vorzugswe.se gle.chzert.g e.ne O-Uuene tu 

• 4 h« «/a««erstoffbildende strikt anaerobe Mikroorgan.s- 



furicans ist. 



16 



■0 . 



10 



15 



20 



25 



30 



EP 0 864 542 A2 ; 

MM**, ia. die Di»k,rai*n (OCE) 2 u Bhen retae^ hochangeraclwte anaerrte 



8. 



9. 



Severn fur das Dehalogenase-Gen aus Dehalospirillum multivorans Oder mit wenigstens einer 0 2 kB^rnfiln 
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Fig. 1c 

Grundwasser'und Proze&abwasser 



CKW-kontaminiertes Grund- 
bzw. ProzeBabwasser 




Vorreaktor, 
fakultativ 




Ethanol 



Reduklion von 
02.N0 3 ;, 
Fe* Mri 



Bioreaktor mit 

synthropher 

Mischkultur 




Ethanol als Substrat und Elektonendonor 

I 

Wasserstoffbildender strikl 
anacrober Mikroorganismus, 
z.B. Desulfovforio desulfuricans 

Acetat als C-Quelle 



Wasserstoff 



CKW; ungesattigt, z.B. PCE 
I 

Dchalogenierender Mikroorganismus, 
z.B Dehalospirillum multivorans 



Ethcn 




* 



0* a 
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F/g. 2: 



Apparenter und der DCE abbauenden Mischkultur 



v max1 

2.00E-06 



1.80E-08 



O.OOE+00 



Vmaxl bei unterschiedlichen DCE-Konzentrationen 




Fig. 2a 



v max1 fm ol/min x mal 



100 



200 250 350 450 500 

Konz. DCE [ymol/l] 



. 550 



Vmax2 bei unterschiedlichen DCE-Konzentrationen 

v max1 




100 200 250 350 450 500 550 



Konz. DCE [pmol/1] 



19 



BMSDOCtD; <EP 0864M2A2 t > 



EP 0 864 542 A2 



Fia. 3: 

Aminosauresequenz der PCE-Dehalogenase (PCE-RD) aus 
Dehalospirilliim multivorans 

Die fett und unterstrichen markierten Bereiche entsprechen den 

hach tryptischem Verdau 1 isolierten Oligopeptiden 1-4: 

Peptid 1, Aminosaure Nr. 88-99 

Peptid\.2, Aminosaure Nr. 127-146 

Peptid 3, Aminosaure Nr. 204-225 

■Peptid 4, Aminosaure Nr. 468-476 



5 10 15 20 . • ,25 * 30 

X M E K K K K P E L S R R yb ^F .G^K L ; I I G : G G A A A T I . A P F 

31 G V P G A N A A E K E .K N A.A>E I R„ Q - Q F • A: T A G S P*I I 

61 V N D K L E R Y A E "V R- T A F T H P T S F F K* P N Y K Q H V 

91 KPWFLSAYD E K V R Q I E N G E N G P K M K A K N V G 

"* >'--^ rtr * . * " i 

121. EA R A G R ALBAAGWTLDINYQNIYPNR F F M L 

151 W SO ETMT N T Q LWA P VG LDRRPPDTTDPVEL 
181 T N Y V K F A A R M A G A D L V G V A R - L N R N W V Y S E A 
211 V T I PAP V P Y g Q 3 L H K E T E K PlVFKDVPLPI 
241 E T D D E L I I P N T C E N V I V A G I A M N R E M M Q T A 
271 PNSMACATTAFCY S R MC M F D M W L C Q F I R Y M 
301 G Y Y A I PS C N G V G Q S V A F A V E A G L G Q A S R M G 
331 ACITPEFGPNVRUTK VF T N MP L V P D K P I D F 
361 GVTEFC ET C KKCARECPSKA IT EG P RT F EG 
391 R S I H N Q S G K L Q W Q N D Y N K C L G Y W P E S G G Y C 
421 GVCVAVC PFT. KGNIW.IHDG V. E W LIDNTRFL 
451 DPL.MLGMDDALGYGAKR W I- T g V WDOKINTY 
481 GLDADHFRDTVSFRKDRVKKS 
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DNA-Basensequenz des PCE-Dehalogenase-Gens ( PCE-RD-Gen) 



40 



" 20 30 

I I I 

ATGGAAAAG 

AAGAAGAGAT TTTGGTAAGT TGATTATCGG AGGTGGAGCT 
TGGTGTACCA GGTGCAAATG CAGCTGAAAA AGAGAAAAAT 
ATTTGCAATG ACTGCAGGTT CTCCCATCAT AGTTAACGAC 
AGTACGAACA GCGTTTACTC ATCCAACCTC ATTTTTTAAA 
QAAACCTTGG TTTTTATCA Q CATATQATfiA QAAAQTACQT 
TOOTCCTAAO ATOAAAQCTA AAAATGTAgq *QAAGCTAGA 
TQCTOGATOQ ACCTTAQAT A TTAACTATGO AAACATTTAT 
ATGOTCTCGT GAOACTATQA CTAACACCCA ATTGTQGOCA 
ACCTCCAGAT ACAACTQATC CTGTGGAACT TACAAATTAT 



50 
I 

AAAAAAAAGC* 
GCAGCAACGA 
GCAGCTGAAA 
AAATTGGAAA 
CCAAACTACA 
CAQATTQAAA 
GCAGGTCQTQ 
CCAAATAGAT 



60 

I 




CCAGTAGGGT 
QTAAAATTTG 



CTGAACTGTC 
TAGCTCCATT 
TTCGTCAACA 
GATATGCTGA 
AAGGTGAAGT 
ATGQTQAAAA 
CACTTQAAQC 
TTTTTATQTT 
TAGATAQAAG 
CTGCACGTAT 



AATCQOTTTC AAAQATQTT C CACTACCAAT AGAAACTCAT 
TACTTQTQAA AATQOTATCQ TTQCAQOTAJ CQCTATQAAC 
TCCTAAGAOT ATQGCATQTO CAACAACAGC 
TATOTqqTTA TQCCAQTTTA TTCOTTATAtt QOGTTAOTAT 
TGTTGQACAA TCAQTTQCCT TyQCTOCTGUL Aflgi^, 
TQCTTQTATT ACTCCTQAAT WQOACGAAA COTliai™. 
GCCTTTAGTT CCAGATAAGC C TATCGACTT Mfil^ iri 



AACTQGGTTT ATTCTGAGGC 
CATAAAQAQA CTQAAAAGgg 



AAAATQTOCA CGTGAQTQTC CTTCAAAAQC AATTACTOAA 
ACGAAGTATT CATAATCAAT CAGQTAAATT ACAGTQGCAA 
AQGTTATTQG CCQQAATCT Q QTGGATAMQ TQQCQTATQT 
AAAAQGCAAT ATTTGQAT TC ATGATGGCQT TQAATGGCTT 
AGACCCATTA ATGCTTQQ TA TGGATQATGC ATTGQGOT1* 
AGAAGTTTGQ GATOGAAAQA TTAATACATA TGGTCTAGAC 
TGTAAGCTTT AG AAAG^TA" GGGTTAAAAA' ATCA 



QATGAATTAA 

CQCQAAATGA 

TCACGTATQT 

GCAATACCAA 

GQACAAGCTA 

ACAAAAQTCT 

GAATTTTQTQ 



TTATCCCTAA 

TGCAAACAQC 

QTATQTTCQA 

QCTOTAATOQ 

QTCQTATQQQ 

TTACAAATAT 

AAACATGTAA 



QGTCCAAGAA 
AATGACTATA 
QTAQCTGTTT 
ATTGATAACA 
GGTQCAAAAC 



ATAAATGCTT 
GCCCCTTTAC 
CAAGATTCTT 
QAAATATTAC 



GCAGACCATT TTAGAGACAC 



BNSDOCfD: <EP _0864542A2_L> 
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Fig. 5a: 

Sequenz des "Merabranankers" der PCE-RD 



40 . 5 ° 6 ° 
i | I . . t ■ I 1 

ATGAAAT TATTAAATAT TTTAAATTAT 
AAAGCGCTTG GTTTGAGTTT ACTTTATTTG GCATTGATTT TGGTTACTTT CCAAATTTCA 

ATGGAGAGGA TGAGCCACAA GCTGGTAGTA TATTAATGGT TGCTGGATTG 
a~7a TCATCGGCGT TTTTCTTTTA ATGAAGTTCA AGCCAACATA TATTTTATGG 
GAAAAGCTTA AGCGT , - 



F/cr. 5b: 

Seouenz des "Membranankers" der PCE-RD aus Fig. 5a 
Obersetzt in die Aminosauresequenz u 



5 10 15 , . - -20 ;. 25 . • 30 

, I I I I 1 

1 M K L L H I L H Y K A L G L S L * Y L A LI L V T F Q I S M 

31 G S Y G EDEPQAGSI L M V A G L I F S I I G V F L L M 

61 K F K P T Y I L W E K L K R : c , : - 
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Ficr. G- 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 



SEQUEN2PROTOKOLL 



( i ) ANMELDER : 

\t\ Solva Y Deutschland GmbH 

c XS* 8 * 8 ' Hans - B °eckler Allee 20 

( C } ORT : Hannover 

(E) LAND: Deutschland .1: 

(F) POSTLEITZAHL : D-30171 

(G) TELEFON: (0511) 857-0 
<H) TELEFAX: (0511) 282126 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG • 

2U £ biologischen Behandlung von 
° der Proz ^ssabwaessern zur Entferauna von 
halogemerten, ungesaettigten Kohlenwas^SLf ren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTEK-LESBARE FASSUNG • ■ 

(A) DATENTRAGER; Floppy 'disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

C BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS -DOS 

SOP ™^'* Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 
(vi) DATEN DER URANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER : DE 19710010 4 

(B) ANMELDETAG: 12-MAR-1997 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 501 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang • - 

(D) TOPOLOGIE: linear ' ■ ■ > 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT* 

(A) ORGANISMUS; Dehaibspirillum multivorans 
(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLOsSEIi : Peptide 

(B) LAGE: 88 . . 99 \ V - 

(D) SONSTXGE ANGABEN: /label= Oligopeptid 

/note= -Nach tryptischem Verdau isoliertes Oligopeptid- 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: Peptide 

(B) LAGE:127. .146 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /labels Oligopeptid 

/note= -Nach tryptischem Verdau isoliertes Oligopeptid- 
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(ix) MERKMAL: ^ . , 

1 (A) NAME/SCHLOSSEL: .Peptide 

<ix> "ST^/scm-OssEi.: Peptide 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

TQ „ o«r- Ara Arq Asp Phe Gly Lys 
Met Glu Lys Lys Lys Lys Pro Glu Leu Ser Arg Arg P ^ 

too Ma Thr He Ala Pro Phe Gly Val 
Leu lie He Gly Gly Gly Ala Ala Ala Thr lie a ^ 

20 " 

Pro Gly Ala Asn ,1. Al, olu Lys olu Lys Asn Ala «- IU Ar« 
«n oy, ». „e *r Ala «» « « "° jj« «1 - W 

« 1 « ^ «. vai "° Thr "* ?? Tht Hls pro Thr ~ 

Phe Phe Lys Pro Asn Tyr Lys Gly Glu Val Lys Pro Trp' Phe Leu Ser 

J ■ „ I ■ 

^ rio riii Asn Glv Glu Asn Gly Pro 
Ala Tyr Asp Olu Lys v.l Ara oto lie Olu Asn Gly ^ 



Lys «et Ly, Ala Lys Asn v al ? ly Glu Ala Ara Ala Gly Ar g Ala Urn 

115 . ; . . - ■ ' ^ 

^ r Tie Asn Tvr Gly Asn He Tyr Pro 

Glu Ala Ala Gly Trp Thr Leu Asp He Asn Tyr _ 

130 » ' 4 ' ■ 

^•uj. m*. THr Met Thr Asn Thr Gin 
Asn Arg Phe Phe Met Leu Trp Ser Gly Glu Thr Met ^ 

145 150 

^ u Trp Al. Pro «l O lY Leu Asp Ar, Ar ? Pro Pro Asp Thr THr Asp 

Pro v.! Glu Leu Thr Asn Tyr Val Lys H» Ala Ala. Ax, Met Ala Gly 

180 1H:> 

t v«T rw val Ala Arg Leu; Asn , Arg Asn Trp Val Tyr Ser 
Ala Asp Leu Val Gly Val Axa tu-v 2Q5 

195 20U 



»«i uai Pro Tvr Glu Gin Ser Leu His 

Glu Ala Val Thr lie Pro Ala Asp Val Pro Tyr. wu 

210 215 ^ 

Tla Val phe Lvs Asp Val Pro Leu Pro lie 
Lys Glu He Glu Lys Pro He Val Phe Lys ™>v 24Q 

225 230 

. r Tin Pro Asn Thr Cys l Glu AsnVal He 
Glu Thr Asp Asp Glu Leu He He Pro Asn inr y 255 

245 " u . . • 

Val Ala Gly He Ala Met Asn. Arg Glu Met Gin thr Ala Pro Asn 

260 2 " 



24; 
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Ser Met Ala Cys Ala Thr Thr Ala Phe Cys Tyr Se < Arg Mef Cys Met 

285 



Phe Asp Met Trp Leu Cys Gin Phe lie Arg Tyr Met Gly ryr Ala 

lie Pro Ser Cys Asn Gly Val Gly Gin Ser Val Ala Phe Ala 'val Glu 
Ala Gly Leu Gly Gin Ala Ser Arg Met Gly Ala Cys He Thr Pro Oil 
Phe Gly Pro Asn Val Arg Leu Thr Lys Val Phe Thr Asn Met Pro- Leu 



Val Pro Asp Lys Pro He Asp Phe Gly Val Thr G!u Phe Cys Glu Thr 

J60 365 
Cys Lys Lys Cys Ala Arg Glu Cys Pro Ser Lys Ala He Thr Glu Gly 

Pro Arg Thr Phe Glu Gly Ara Ser u-i e *~ /--i ~ 

385 g Ser Ile Hxs Asn Gin Ser Gly Lys Leu 

395 400 
Gin TrP Gin Asn Asp Tyr Asn Lys Cys Leu Gly Tyr Trp Pro Glu Ser 



405 «V, , 415 



Gly Gly Tyr Cys Gly Val Cys Val Ala Val Cys Pro Phe Thr Lys Gly 

425 ... 430 

Asn He Trp lie His Asp Gly Val Glu Trr> r*m ti* a„ * 

435 y Lj - LU lr P Leu He Asp Asn Thr Arg 

■■ 445 

Phe Leu Asp Pro Leu Met Leu Glv Met Asn n a t ^ ' ' 

450 Y c As P Ala Leu Gly Tyr Gly 

5 , . 460 

Ala Lys Arg Asn i le Thr Glu Val Trp 'Asp Gly Lys He Asn Thr Tyr 
Gly Leu Asp Ala Asp His Phe Arg Asp Thr- Val Ser Phe Arg Lys" ^ 



Arg Val Lys Lys Ser 

500 



495 



12) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: ; 4 . •. 

(i) SEQOENZKENNZEXCHEN- 

(A) LANGE; 1503 Basenpaare^ 

(B) ART: Nucleotid „ 
STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN : ' ' ' ' * * 

(iv) ANTI SENSE: NEIN - . r . ~ 

■ - ** • - i 

(Vi) URSPR0NLICHE HERKUNFT- " 

(A) ORGANISMOS: oehaiospirillum multivorans 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
ATGGAAAAGA AAAAAAAGCC TGAACTCTCA AGAAGAGATT TTGGTAAGTT GATTATCGGA 
GGTGGAGCTG CAGCAACGAT AGCTCCATTT GGTGTACCAG GTCCAAATGC AGCTGAAAAA 
GAGAAAAATG CAGCTGAAAT TCGTCAACAA TTTGCAATGA CTCCAGGTTC TCCCATCATA 
GTTAACGACA AATTGGAAAG ATATGGTGAA GTAOGAACAG CGTTTACTCA TCCAACCTCA 
TTTTTTAAAC CAAACTACAA AGGTGAAGTG AAACCTTGGT TTTTATCAGC ATATGATGAG 
AAAGTACGTC AGATTCAAAA TGGTCAAAAT GGTCCTAAGA TGAAAGCTAA AAATCTAGGA 
GAAGCTAGAG CAGGTCGTGC ACTTGAAGCT GCTGGATGGA CCTTAGATAT TAACTATGGA 
AACATTTATC CAAATAGATT ^TATGTTA ^GTCTGGTG AGA«ATGAC TAACACCCAA 
TTCTGGGCAC CAGTAGGGTT AGATAGAAGA CCTCCAGATA CAAC^TCC TCTC GAACTT 
ACAAATTATG TAAAATTTGC TGCACGTATG GCAGGTGCTG ATT^AGG TGT^CAAGA 
.TAAATCGTA ' ACTGGGTTTA TTCTGAGGCA GTAACTATAC CAGCTGACGT ACCTTATGAA 
CAATCTTTGC ATAAAGAGAT TGAAAAGCCA AKGTTTtCA AAGATCTTCC ACTACCAATA 
QAAACTGATG ATGAATTAAT TATCCCTAAT ACTTGTGAAA ATGTTATCGT K3CAGGTATC 

gctatcaacc gcgaaatgat gcaaacagct cctaacagta TGGCATGWC aacaacagca 

TTTTGTTATT CACGTATGTG TATGTTCGAT ATGTGGTTAT GCCAGTTTAT TCGTTATATC 
GGTTACTATG CAATACCAAG CTGTAATGGT GTTOGACAAT.' CAG^GCTT TGCK3TTGAA 
GCAGGTTTAG GACAAGCTAG TCGTATCGGT GCTTGTATTA CTCCTGAATT ^GAGCAAAC 
GTAAGACTTA CAAAAGTCTT TACAAATATG CCTTTAOTTC CAGATAAGCC TATCGACTTT 
GGAGTAACAG AATTTTGTGA AACA^TAAA AAATCTGCAC 'GTGAGTGTCC WCAAAAGCA 
ATTACTGAAG GTCCAAGAAC TTTOAAGGA CGAAGTATTC ATAATCAATC AGGTAAATTA 
CAGTCGCAAA A«ACTATAA TAAATGCTTA GGTTATTGGC CGGAATCTGG TGGATATTGT 
GGCGTATGTC TAGCTGTTTG CCCCTTTACA AAAGGCAATA TrTCGATTCA. TGATGGCGTT 
GAATGGCTTA TTGATAACAC AAGATTCTTA GACCCATTAA TGCTTCGTAT GGATGA1GCA 
T^GGCTATG GTGCAAAACG ' AAATATTACA GAAgWtGGG ATGGAAAGAT TAATACATAT 
GGTCTAGACG CAGACCATTT TAGAGACACT GTAAGGTTTA GAAAGGATAG GGTTAAAAAA 



TCA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 222 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



60 
120 
1.80 
240 
300 
360' 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1503 
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(ii) ART DES MOLEKOlS^: Genom-DNA - ■ 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRtjNLICHE HERKUNFT: . 
(A) ORGANISMUS: Dehaiospirillum multivorans 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

ATGAAATTAT TAAATATTTT AAATTATAAA GCGCTTGGTT TGAGTTTACT TTATTTGGCA 60 

TTGATTTTGG TTACTTTCCA AATTTCAATG GGAAGTTATG GAGAGGATGA GCCACAAGCT ' 120 

GGTAGTATAT TAATGGTTGC TGGATTGATT TTTTCG ATC A TCGGCGTTTT TCTTTTAATG 180 

AAGTTCAAGC CAACATATAT TTTATGGGAA AAGCTTAAGC GT 222 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

I i t t x 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN ; 

(A) L&NGE: 74* Aminos a^ireit ' 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: ' Eirizel Strang ■ ■ 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKuXS: Peptid 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

• (A) ORGANISMUS: Dehaiospirillum multivorans 

' • • ■''* < : -- : ■:■:'-'« 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ. ID NO : 4 : . - 

Met Lys Leu Leu Asn He Leu Asn Tyr Lys Ala Leu Gly Leu Ser Leu 

. 10 15 

Leu Tyr Leu Ala Leu lie Leu Val Tfar Phe Gin He Ser Met Gly Ser 

Tyr Gly Glu Asp Glu Pro Gin Ala.Gly Ser He Leu Met Val Ala Gly 
43 40 * 45 

Leu lie Phe Ser lie lie Gly Val Phe Leu Leu Met Lys Phe Lys Pro 

55 — 



60 

Thr Tyr He Leu Trp Glu Lys Leu Lys Arg 
65 70 
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(54) l?Z Ur ^ ol °9 ischen Behandlung von Grund- oder Prozessabw^ssern zur Entfernunq 
von halogemerten, ungesattigten Kohlenwasserstoffen tnnernung 

(57) Beschrieben wird ein neues Verfahren zur 

mikrobiologischen Reinigung von WSssern, insbesond- 

ere von Grundwasser oder von ProzeSwassern, welche 

halogenierte, ungesattigte Kohlenwasserstoffe wie z B 

insbesondere chlorierte Ethene bzw. chlorierte Propene 
enthalten. Weiterhin werden im Rahmen der vorliegen- 
den Erf indung auch zusatzliche Hilfsmittel zur effektiven 
Durchfuhrung bzw. Unterstutzung des mikrobiologi- 
schen Grundwasser- bzw. ProzeGabwasserreinigungs- 
verfahrens bereitgestellt So werden syntrophe 
Mischkulturen fur die Dechlorierung von chlorierten 
Ethenen bzw. chlorierten Propenen beschrieben und 
auch DNA-Sequenzen, die sich als Gensonde zum Auf- 
finden von Dehalogenase-Aktivitat eignen. 
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